移植物功能不良是异基因造血干细胞移植（allo-HSCT）的严重并发症之一，发生率为5%\~27%[@b1]--[@b2]。以往研究显示，移植物功能不良的高危因素包括供者类型、HLA相合程度、ABO血型不合、输注细胞数量、预处理方案的强度、移植物抗宿主病（GVHD）、病毒感染、骨髓抑制药物的应用等[@b3]--[@b4]。移植物功能不良的治疗方法包括二次移植、供者骨髓或外周干细胞输注、生长因子（红细胞生成素和血小板生成素）以及纯化CD34^+^细胞输注[@b5]。采用二次移植和直接输注未分选的造血干细胞会导致较高的GVHD发生率和治疗相关死亡率[@b6]--[@b7]，移植后长期应用细胞因子的疗效和安全性尚待明确[@b8]--[@b9]。CD34^+^细胞是理想的造血干/祖细胞移植物，可以重建髓系和淋系造血干细胞以及大量造血祖细胞，而且纯化的CD34^+^细胞轻松实现T细胞的体外去除，有效减少严重GVHD的发生。近年来，我们采用纯化供者CD34^+^造血干/祖细胞治疗12例移植物功能不良患者，报告如下。

病例与方法 {#s1}
==========

1．临床资料：本研究对我院2014年1月至2018年3月期间12例接受供者纯化CD34 ^+^细胞治疗的单倍型造血干细胞移植（haplo-HSCT）后移植物功能不良患者进行回顾性分析。纳入标准：移植物功能不良均为移植后获得造血重建后发生，疾病复发状态或嵌合率\<90%以及合并严重感染的患者除外。12例患者中男9例、女3例，中位年龄26（14\~54）岁；原发病：急性淋巴细胞白血病4例，急性髓系白血病5例，慢性髓性白血病2例，慢性粒-单核细胞白血病1例。移植前疾病状态：完全缓解（CR）2例，未缓解（NR）10例；输注纯化CD34^+^细胞前患者中位WBC为1.7（0.9\~2.9）×10^9^/L，中位PLT为16（6\~25）×10^9^/L，中位HGB为73（60\~80）g/L。

移植物功能不良的定义参照文献[@b3]：移植后至少两系或三系细胞减少持续2周伴骨髓增生低下（ANC\<0.5×10^9^/L，PLT\<30×10^9^/L或血小板或红细胞输注依赖），嵌合率完全供者型，排除复发、严重GVHD、感染以及药物相关的骨髓抑制。12例患者的临床资料见[表1](#t01){ref-type="table"}。

###### 12例接受供者纯化CD34 ^+^细胞治疗单倍型造血干细胞移植后移植物功能不良患者的一般资料

   例号   性别   年龄（岁）  诊断         移植前疾病状态  高危因素                       嵌合率(%)  累及细胞系
  ------ ------ ------------ ----------- ---------------- ----------------------------- ----------- ------------
    1      男        54      AML-M~5~           NR        病毒感染，GVHD                    100     P+R
    2      男        14      T-ALL              CR        输注CD34^+^细胞数低               100     N+P+R
    3      女        15      AML                NR        CMV,GVHD                          100     N+P+R
    4      女        33      AML-M~2~           NR        CMV,GVHD                          100     N+P+R
    5      男        18      B-ALL              NR        主要ABO血型不相容，GVHD           100     N+P+R
    6      男        44      CMML               PR        输注CD34^+^细胞计数低             100     P+R
    7      男        17      T-ALL              NR        CMV,GVHD                          100     N+P+R
    8      男        43      CML急变期          NR        CMV,EBV,输注CD34^+^细胞数低       100     N+P+R
    9      男        21      CML加速期          NR        CMV,EBV,输注CD34^+^细胞数低       100     N+P+R
    10     女        14      AML-M~4~           CR        CMV,主要ABO血型不相容             100     N+P+R
    11     男        28      AML-M~5~           NR        CMV,GVHD                          100     N+P+R
    12     男        26      T-ALL              NR        GVHD                              100     N+P+R

注：AML：急性髓系白血病；ALL：急性淋巴细胞白血病；T-ALL：急性T淋巴细胞白血病；CML：慢性髓性白血病；CMML：慢性粒-单核细胞白血病。CR：完全缓解；PR：部分缓解；NR：未缓解。CMV：巨细胞病毒；EBV：EB病毒；GVHD：移植物抗宿主病。N：中性粒细胞；P：血小板；R：红细胞

本研究经航天中心医院生物医学伦理委员会批准（20160420-XYZZ-01），全部患者及其供者均知情同意。

2．疗效评价标准：原发性植入不良：发生于移植后28 d内；继发性植入不良：发生于移植后血细胞恢复后。中性粒细胞恢复：ANC\>0.5×10^9^/L持续7 d；血小板恢复：PLT\>50×10^9^/L持续7 d；红细胞恢复：HGB\>90 g/L且脱离红细胞输注。完全缓解：三系均获得改善；部分缓解：血小板和（或）中性粒细胞恢复但未脱离红细胞输注；无效：输注CD34^+^细胞后三系均未获得改善。CD34^+^细胞回收率（%）=分选后CD34^+^细胞数/动员后采集的CD34^+^细胞数×100%。

3．供者造血干细胞的采集及分选：使用粒细胞集落刺激因子（G-CSF）5\~10 µg·kg^−1^·d^−1^进行供者外周血造血干细胞动员，第5天采集供者外周血干细胞。采集的有核细胞总数为（4\~6）×10^10^。应用CliniMACS Plus系统（德国Miltenyi Biotec公司产品）对采集的造血干细胞进行CD34^+^细胞分选，流式细胞术测定CD34^+^细胞和CD3^+^细胞数。

4．CD34^+^细胞输注：纯化的CD34^+^细胞输注前储存于4 °C冰箱，在分选后24 h内输注，输注前计算纯度及CD3^+^细胞数。输注前应用环孢素A、他克莫司等免疫抑制剂，不需要进行其他预处理。输注后可继续给予生长因子及输血支持治疗。

5．GVHD的评估：急性GVHD和慢性GVHD的诊断和分级参照文献[@b10]--[@b11]。急性GVHD的随访时间为输注后100 d，慢性GVHD的随访时间为输注后1年。

6．随访：所有患者通过门诊或电话进行随访，随访截止日期为2018年1月。总生存（OS）时间：输注纯化供者CD34^+^细胞到随访截止或死亡的时间；无复发生存（RFS）时间：输注CD34^+^细胞到疾病复发或随访截止的时间。

7．统计学处理：采用SPSS 20.0进行统计学处理。计量资料用均数±标准差或中位数表示。GVHD的发生率、RFS率和OS率采用Kaplan-Meier曲线分析并描述。*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．纯化CD34^+^细胞的回收率：G-CSF动员后采集的有核细胞中位数为9.3（7.0\~13.5）×10^8^/kg，CD34^+^细胞中位数为3.4（1.3\~6.0）×10^6^/kg。CliniMACS系统分选后CD34^+^细胞中位数为1.9（0.9\~4.4）×10^6^/kg，CD3^+^细胞中位数为0.6（0.3\~2.0）×10^4^/kg，CD34^+^细胞纯度为92.0%（44.0%\~97.0%），回收率为55.0%（45.0%\~96.7%），详见[表2](#t02){ref-type="table"}。

###### 12例单倍型造血干细胞移植后移植物功能不良患者纯化供者CD34^+^细胞输注情况

  例号   分选前CD34^+^细胞(×10^6^/kg)   分选后CD34^+^细胞(×10^6^/kg)   CD34^+^细胞纯度(%)   CD34^+^细胞回收率(%)   分选后CD3^+^细胞(×10^4^/kg)
  ------ ------------------------------ ------------------------------ -------------------- ---------------------- -----------------------------
  1      3.2                            2.9                            90.0                 90.6                   1.0
  2      3.4                            2.7                            85.0                 80.0                   0.4
  3      2.4                            1.4                            93.8                 58.3                   1.2
  4      3.9                            2.1                            97.0                 54.1                   0.2
  5      4.5                            4.4                            95.0                 96.7                   0.6
  6      2.8                            1.3                            93.0                 45.8                   1.0
  7      3.3                            1.5                            95.0                 45.0                   1.1
  8      3.4                            1.7                            96.0                 50.0                   0.3
  9      1.3                            0.9                            92.0                 76.0                   0.5
  10     5.8                            3.2                            89.0                 55.0                   0.3
  11     6.0                            3.3                            77.0                 55.0                   0.4
  12     1.5                            1.1                            44.0                 73.0                   2.0

2．疗效及不良反应：12例患者中10例完全缓解，1例患者获得部分缓解，1例患者无效。全部12例患者回输纯化供者CD34^+^细胞后白细胞恢复的中位时间为18（14\~39）d，血小板恢复的中位时间为29（16\~153）d，红细胞恢复的中位时间为60（9\~124）d，回输后1、2、3个月检测嵌合率均为100%供者型。12例患者输注过程中未发生严重不良反应。

3．GVHD发生情况及生存：12例患者回输纯化供者CD34^+^细胞后，1例患者发生Ⅱ度急性GVHD，给予糖皮质激素、巴利昔单抗治疗有效；3例患者发生慢性GVHD，1例激素治疗有效，其他2例患者给予联合抗GVHD治疗效果不佳。至随访截止，12例患者中8例存活，4例死亡，死亡原因：复发1例，感染2例，慢性GVHD 1例，死亡时间分别为回输后的3（例1）、6（例3）、4（例5）和2个月（例8）。1年OS率为（62.9±14.9）%。详见[表3](#t03){ref-type="table"}。

###### 纯化供者CD34^+^细胞输注治疗12例单倍型造血干细胞移植后移植物功能不良患者的疗效、GVHD发生情况及转归

  例号    疗效   中性粒细胞恢复时间(d)   血小板恢复时间(d)   红细胞恢复时间(d)   急性GVHD   慢性GVHD   OS时间（月）
  ------ ------ ----------------------- ------------------- ------------------- ---------- ---------- --------------
  1        CR              /                    22                  60              无         无           3
  2        CR              9                    16                  11              无         无           15
  3        CR             39                    26                  47              无         无           6
  4        CR             18                    24                  90              无         无           11
  5        CR             23                    54                  16              无       广泛型         4
  6        CR              /                    68                  60              无         无           22
  7        CR             27                    30                  124             无       局限型         21
  8        NR              /                     /                   /              无       局限型         2
  9        CR             10                    73                  117             无         无           33
  10       CR             14                    14                  88              无         无           8
  11       PR             13                    153                  −             Ⅱ度         无           4
  12       CR             20                     7                   9              无         无           2

注：CR：完全缓解；PR：部分缓解；NR：治疗无效；/：不适用；OS：总生存

讨论 {#s3}
====

allo-HSCT后合并移植物功能不良可导致感染和出血性并发症发生率增高，严重影响患者的生存。本研究12例患者均为继发性移植物功能不良，嵌合率为100%供者型，进行纯化供者CD34^+^细胞回输前患者均未进行预处理，给予常规免疫抑制剂预防，10例患者获得完全缓解，1例患者部分缓解，1例患者无效。我们认为患者获得缓解主要与所有患者均是100%供者嵌合有关，而且回输的CD3^+^细胞数量极低，均在2×10^4^/kg以下。因此患者回输纯化CD34^+^细胞均能耐受，轻松实现T细胞的体外去除，无治疗相关死亡，而且未发生Ⅲ/Ⅳ度急性GVHD。

国际上报道纯化CD34^+^细胞治疗移植物功能不良的疗效的文献比较多。近期Haen等[@b12]报道20例患者中，纯化CD34^+^细胞输注治疗移植物功能不良可达到80%的有效率，急性、慢性GVHD的发生率分别为18%、14%。和文献报道相似，本组病例的有效率为91.7%（11/12），急性、慢性GVHD的发生率分别为8.3%（1/12）、25.0%（3/12）。为避免冻存的造血干细胞数量不足，本组病例均采用G-CSF动员的外周血造血干细胞，采集的有核细胞中位数为9.3（7.0\~13.5）×10^8^/kg，CD34^+^细胞中位数为3.4（1.3\~6.0）×10^6^/kg。本组12例患者中性粒细胞细胞恢复的中位时间为18（14\~39）d，血小板恢复中位时间为29（16\~153）d，红细胞恢复中位时间为60（9\~124）d，与文献[@b13]结果相似。回输纯化CD34^+^细胞的中位数为1.9（0.9\~4.4）×10^6^/kg，纯度为92.0%（44.0%\~97.0%），其中1例患者（例12）分选前CD34^+^细胞计数只有1.5×10^6^/kg，分选后的纯度仅为44%，担心纯度不够影响患者的疗效，我们对分选产物的细胞成分进行分析，计算CD3^+^细胞的计数为2×10^4^/kg，考虑该患者移植前未缓解，仍按计划回输，结果在回输后第20天白细胞和血小板计数明显升高，而且无GVHD发生。

Ghobadi等[@b5]报道在造血干细胞动员时加入普乐沙福（Plerixafor）可明显提高CD34^+^细胞的数量，降低移植物功能不良的发生率。但亦有研究显示纯化CD34^+^细胞数量与治疗移植物功能不良的疗效无直接关系[@b13]--[@b14]，需要在以后的研究中进一步证实。

Liu等[@b15]报道间充质干细胞输注也可治疗移植后原发和继发移植物功能不良，而且与输注纯化CD34^+^细胞相比，不需要采集供者的造血干细胞。该研究报道20例移植物功能不良患者，采用第三方间充质干细胞回输，17例患者获得造血恢复，但13例患者发生感染，其中7例患者为EB病毒感染，有3例患者发生EB病毒相关移植后淋巴细胞增殖性疾病。

本研究结果初步表明，供者纯化CD34^+^细胞输注是治疗单倍型造血干细胞移植后移植物功能不良的一种有效办法。
